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<§) Arzneimittel enthaltend stabilisierten G-CSF (Granulocyten-Koloniestimulierender -Faktor) und Verfahren zu 
seiner Herstellung 

Es wird etn Arzneimittel beschrieben, das stabilisiertes G- 
CSF enthalt. Zusatziich zum G-CSF als aktiven Wirkstoff ent- 
halt das Arzneimittel mindestens ein pharmazeutisch ver- 
tragliches grenzflachenaktives Mittel, Saccharin, Protein 
oder eine pharmazeutisch vertragliche hochmoiekulare 
Verbinduhg. 
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Pa teniansp ruche 



1. Arzneimittel enthaltend stabilisierten G-CSF (G™^^*^ 

lich zu G-CSF als Wirkstoff noch mindestens ein pharmazeutisch vertragliches grenzflachenaktwes Mittel, 

Sacharid Protein oder einepharmazeutischvertraglichehochmolekulareVerbindung. 

I aSJSJ nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die Menge des grenzfiachenaktiven M.ttels 

3^™^ gekennzeichnet. daB ^e^chen^ve 

M^erSt^nisches, ein anionlsches oder ein naturliches S™f>^™^£ GlvcSnesS 
nieht-ionische erenzflachenaktive Mittel ein Sorbitanester emer aliphatischen Saure, em Glycermester 
e ne Xphf^enlaure. ein Poiyglycerinester einer aliphatischen, Saur* ein 

einer aliohatischen Saure. ein Polyoxyathylensorbitester einer aliphatischen Saure. em Po yoxyatnyiengiy 
cerineSer ^emer alipShen Saure. ein Ester einer aliphatischen Saure mit Polyathylenglykol. em Po^oxy- 
XSkv adTer ein Polyoxyathylenpolyoxypropylenalkyiather, ein Polyoxyalkylenalkylphenylather em 

fanSeriva^ ein aHphltisches Po yoxyathylcnsaureamid ist; das anionische grenzflacbenaktive Mit- 
terem^AlkVlsmfar e rPolyoxyathylenaikyiathersulfat- oder ein AIMsulfosuccinylestersalz ^t; und das 
naturiic^^^ Lecithin. Glycerinphospholipid, Sphingophosphohp.d oder em Ester 

einer aliphatischen Saure mit Saccharose isl i k;,- in 000 Gewichts- 

4 Arzneimittel nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daB dre Sacchandmenge 1 bis 10 000 Gewicms 

f] tESSSXS' S'em del- Ans^roche 1 oder 4. dadurch gekennzeichnet. daB das Saccharid Glycerin. 

iSkn^ 
SaK^^^^^ 

wicht von 5000 bis 150 000; oder Alginsaurc oder eines ihrer Salze ist Gewichtsteile 
6. Arzneimittel nach Anspruch t. dadurch gekennzeichnet. daB die Protemmenge 1 bis 20 000 Gewichtsteile 

HS^iS^ « oder 6. dadurch gekennzeichnet. daB das Protein -enschliches 

Ltu3bS menschHches Serumglobulin, Gelatine. Saure- oder Alkali-behandelte Gelatine mit emem 
durchschnitdichen Molekulargewicht von 7000 bis 100 000 oder Kollagen ist Verbindung 
8. Arzneimittel nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet. daB d.e Menge der hochmolekularen Verbindung 
1 bis 20 000 Gewichtsteile pro Gewichtsteil G-CSF betragL hnrhmolekulare 

Molekulargewicht von 20 000 bis 1 00 000 oder Polyvinylpyrrolidon mit einem Molekulargewiciu von uia, 



£ i™Tmkte. nach einem der Anspruche 1 bis 9. dadurch gekennzeichnet. daB zusatzlich eine Aminosau- 
re ein schwefliges Reduktionsmittel oder ein Antioxidationsmittel enthalten >st- «-v_,_n: 
't^ttaffiach Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet. daB di ^ ««s a«£ 
gen Reduktionsmittels und/oder des Antioxidationsmittels 1 bis 10 000 Gewichtsteile pro ^ewicn 



fi'verfahSfzur Herstellung eines enthaltenden stabilisierten G-CSF Arzneimittels. dadurch 8**™»^ 
£t,dafl E£ Sen 'SriMol&CSF mit einem pharmazeutisch vert^nchen ^^SSSSitSt 
einem Saccharid einem Protein und/oder mit einer pharmazeutisch vertraglichen hochmolekularen verDin 
ST^SSSus "itdner Aminosaure, einem schwefligen Reduktionsmittel und/oder emem Antiox,, 
dationsmittel.undgegebenenfalIsmitHilfs-undZusalzstoffenyersetzt Qd 9 m elner 

13 Verwendung mindestens einer der Verbindungen nach einem der Anspruche 3. 5. 7 ooer s> m eine 
MengeTach e"nlm der Anspruche 2. 4. 6 oder 8 zur Stabilisierung von G-CSF.n emem.Arzneim.tteL 



Beschreibung 



Die Erfindenf, bariff. ein G-CSF (Gr„ U loc„«n.K„.oni= .^"r^S^^IS^iS!: 
Deshalb halt man es fur wichiig. die vor einer Infektion schutzenden Fahigke.ten des Wirtes durch Unterstui 
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zung des Wachstums neutrophiler Zellen und ihrer Differenzierung zu reifen Zellen zu erhdhen. G-CSF ist ein 
dabei sehr gut verwendbarer Stoff, der die genannten Aktivitaten aufweist G-CSF und ein den Faktor enthalten- 
des Arzneimittel zur Vorbeugung gegen Infektionskrankheiten ist in der EP-A-215 126 beschrieben. 

Es sind also mit der derzeit praktizierten Chemotherapie verschiedenartige unvermeidliche Schwierigkeiten 
verbunden, und es wurden intensive Anstrengungen unternommen, einen Arzneistoff zu verwenden, der die 
prophylaktischen Funktionen des Wirtes oder der infizierten Person aktivieren kann. 

Bekanndich kann G-CSF die prophylaktischen Funktionen des Wirtes aktivieren. AuBerdem zeigt G-CSF 
noch groBere therapeutische Wirkungen bei der klinischen Anwendung wenn es in {Combination mit einem Stoff 
verwendet wird, der selbst die prophylaktischen Fahigkeiten des Wirtes aktiviert 

G-CSF wird in sehr kleinen Mengen verwendet Oblicherweise wird ein Arzneimittel in einer Dosierung von 1 
bis 7 mal pro Woche und Erwachsenem verabfolgt, das 0,1 bis 500 |Ag (vorzugsweise 5 bis 50 u.g) G-CSF enthalt 
G-CSF hat jedoch die Tendenz, von der Wandung seines Behaltnisscs, beispielswcise einer Injektionsampulle 
oder einer Spritze, adsorbiert zu werden. Deshalb wird der Wirkstoff von der Wandung seines Behaltnisses, 
beispielsweise einer Ampulle oder einer Spritze, adsorbiert, wcnn er zur Injektion, beispielsweise als waBrige 
Losung, verwendet wird. G-CSF entfaltet daher entweder nichl seine vollstandige pharmazeutische Aktivitat 
oder es ist erforderlich, G-CSF im OberschuB zu verwenden, so daB ein Teil durch Adsorption verloren gehen 
kann. 

Ferner ist G-CSF labil und hochempfindlich gegenuber Umwelteinflussen, wie Temperatur, Luftfeuchtigkeit, 
Sauerstoff und ultravioletter Strahlung. Bei der Einwirkung solcher Faktoren erfolgen physikalische oder 
chemische Veranderungen von G-CSF, beispielsweise geht es Vcrbindungen ein, polymerisiert oder oxidiert, so 
daB es einen starken Aktivitatsverlust erleidet Aufgrund desscn ist es schwierig, die genaue und vollstandige 
Durchfuhrung einer Therapie durch Verabfolgung sehr kl einer G-CSF- Mengen sicherzustellen. 

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Arzneimittel bereitzustellen, das stabilisiertes G-CSF 
enthalt, in dem der Wirkstoff G-CSF voilstandig gegen Aktivitatsverluste geschutzt ist 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe dadurch geldst, daB man dem Arzneimittel ein pharmazeutisch vertrSg- 
liches grenzflachenaktives Mittel. Saccharid, Protein oder eine pharmazeutisch vertragliche hochmolekulare 
Verbindung zusetzt 

Gegenstand der Erfindung ist somit ein dieses stabilisierte G-CSF enthaltendes Arzneimittel, das sowohl 
G-CSF als auch mindestens ein pharmazeutisch vertragliches grenzflachenaktives Mittel, Saccharid, Protein 
oder eine pharmazeutisch vertragliche hochmolekulare Verbindung enthalt Gegebenenfalls enthalt das erfin- 
dungsgemaBe Arzneimittel auBerdem Hilfs- und Zusatzstoffe. 

Das in den erfindungsgemaBen Arzneimitteln enthaltene G-CSF ist in an sich bekannter Weise oder wie in 
EP-A-169 566 und EP-A-215 126 beschrieben, erhaltlich. Beispielsweise laBt sich menschliches G-CSF entweder 
durch Zuchtung eines Zellstammes, wie dem bei der CNCM unter der Hinterlegungs-Nummer 1-315 oder 1-483 
hinterlegten Zellstamm herstellen, der aus Tumorzellen von Patienten mit Mundhohlenkrebs gewonnen wurde, 
oder durch Expression einer rekombinanten DNA, die mit Hilfe eines menschliches G-CSF codierenden Gens 
konstruiert wurde, in einer geeigneten Wirtszelle, beispielsweise E. coli, C 127 oder Eierstockzellen eines 
chinesischen Hamsters. 

Im erfindungsgemaBen Arzneimittel la\Bt sich jedes belicbigc hochreine menschliche G-CSF verwenden. 
Bevorzugte menschliche G-CSF's werden durch aus dem Obcrstand einer menschliches G-CSF herstellenden 
Zellkultur isoliert oder sind Polypeptide oder Glykoprotcine mit der biologischen Aktivitat von menschlichem 
G-CSF, die durch Transformation eines Wirtes mit einem rekombinanten Vektor erhalten wurden, in den ein fur 
ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat von menschlichem G-CSF codierendes Gen eingebaut wurde. 

Nachstehend werden zwei besonders bevorzugte Beispicle von menschlichem G-CSF aufgefuhrt. 

Das erste menschliche G-CSF hat die folgenden physikalisch chemischen Eigenschaften: 

1. Molekulargewicht: Etwa 19 000 ± 1000 bestimmt durch Elektrophorese durch ein Natriumdodecylsulfat- 
PolyacrylamidsgeL 

Z Isoelektrischer Punkt: Mindestens einer der drei isoelektrischen Punkte pi « 5,5 ± 0,1 . pi ~ 5,8 ± 0,1 und 
pi « 6,1 ± 0,1. 

3. Absorption von ultraviolettem Licht: Ein Absorptionsmaximum liegt bei 280 nm und ein Absorptionsmi- 
nimum bei 250 nm. 

4. Die Aminosauresequenz der 21 N-terminalen Aminosauren ist H 2 N-Thr-Pro-Leu-Gly-Pro-Ala-Ser-Ser- 
Leu-Pro-Gln-Ser-Phe-Leu-Leu-Lys-Cys-Leu-Glu-Gln-Val- 

Das zweite besonders bevorzugte menschliche G-CSF enthalt entweder cin Polypeptid mit der biologischen 
Aktivitat des menschlichen Granulozyten-stimulierendcn Faktors, das mindestens einen Teil der nachstehenden 
Aminosauresequenz aufweist, oder ein Glykoprotein, das auBcr diesem Polypeptid noch eine Zuckerkette 
aufweist: 
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^S^^H^SS^n wird cine G-CSF-he^ll ende Zel.e n* einer 

malignen Tumorzelle fusioniert und das dadurch erhaltene Hybndom gegebenenfalls in Gegenwart ernes 

M £?j£S£d£ menschliche G-CSF enthallende Losung kann nach der Reinigung : und Kon«Btr«&n in 
gefrorenem Zustand gelagert werden. Andererseits laBt sich die Losung auch nach emer Dehydratisierung, 
beisDielsweisedurchGefriertrocknungJagern. u^u^^K^r. 

jedes der so gewonnenen menschlichen G-CSF's laBt sich wie in dervorhegenden Erfindung beschneben, zu 
Arzneimitteln weiter verarbeilen. die das G-CSF in stabilisicrter Form enthalten. ntnir ~ Rpn vtahi]isieT . 

Spezielle Beispiele fOr grenzflachenaktive Mittel, die sich zur Herstellung des ^"WmaBe^stttaL^ 
tes G-CSF enthaltenden Arzneimittels eignen, sind nicht-ionische grenzflachenaktwe M'ttern^mem HLB- 
Wert von 6 bis 1 8, wie Sorbitanester von aliphatischen Sauren (z. B. Sorbitanmonocaprylat, Sorbitanmonolaurat 
Oder Sorbitanmonopalmitat). aliphatische Glycerinester aliphatischer Sauren (* B. Glyc ^^SSSS^ 
cerinmonomyristatoder Glycerinmonostearat). Polyglycerinester a hphanscher Sauren B. D«M»» 
stearat Decaglyceryldistearat oder Decaglycerylmonolinoleat), Polyoxyathylensorbitanester ahphattscher Sau 
re^Ti B PoIyoxyaSe^so 

teaU PolyoxyLhyiensorbitanmonoplamitat. Polyoxyathylensorbitantnoleat oder ^*m^^SS^ 
stearat) Polyoxyathylensorbitester aliphatischer Sauren z. B. Polyoxyathylensorbittetrastearat oder Polyoxy- 
Etensorb Saoleat) Polyathylenglycerinester aliphatischer Sauren (z. B. I^l^xy^eiiglwlmoi^tea- 
^SSSSSSSL mit P^yathyionglyko. (z. B. Po^ihyle^ykoM^, JSSSSHSSH- 
her (z B Polyoxyathytenlaurylather). Polyoxyathylenpolyoxypropylenalkylather (z. B. Polyoxyathylenpolyox 
wramtailStolS ^Polyoxyathylenpolyoxypropylcnpropylatheroder Polyoxyathylenpolyoxypropy encety- 

gehartetes polyoxyathyliertes RicinusSI (polyoxyathyliertes hydriertes R.c.nuso I) polyoxyathyher e B^enen- 
wachsderivate (z. B polyoxyathyliertes Sorbitbiencnwachs). Polyoxyathylen-Lanohndenvate (z. B. 
Sou") Oder aliphatische Polyoxvathylensaureamide (z . B. Polyathylenstearm^uream.d); an.on«che gj^e^nz- 
nSnaktive Mittel. wie Alkylate mit eincr Qo-Qs-Alkylgruppe (z. B. Natnumce^^^ 
sulfat oder Natriumoleylsulfat). PolyoxyathylenaJkylathersulfate. .n denen die durchschm ^olzaM der 

Athylenoxidaddition 2 bis 4 betragt und die Alkylgruppc 10 b,s 18 K 0 " 1 ^ 51 ?^™ a ? w ^ 
len-Natriumlaurylsulfat). Salze von Alkylsulfosuccinatestern. in denen d.e Al ^ l f u PP^..^^f^°i 
me aufweist (z. B. Natriumlaurylsulfosuccinatester); und nalurliche grenzflachenaktive Mittel wie 
GWcerophospholipid, Sphingophospholipid (z. B. Sphingomyelin) oder die Ester ahphauscher Sauren mrt Sac- 
charose. in denen die aliphatische Saure 12-18 Kohlenstoffatome aufwe.st ErfindungsgemaB lassen srch diese 
grenzflachenaktiven Mittel entwedereinzeln oder im Gemisch verwenden. XjI „„„«. vnn 1 his 

Die vorstehend aufgefuhrten grenzflachenaktiven Mittel werden vorzugswe.se in emer Menge von 1 bus 
10 000 Gewichtsanteilen pro Gewichtsteil G-CSF verwendet ... . . c „^, f ;j„ ( : n jM n no. 

Die zur Herstellung des stabilises G-CSF enthaltenden Arzneimittels v «™ end ? ^a^ 
saccharide, Oligosaccharide oder Polysaccharide sowie Phosphatester oder derer ' iJ^J^J"^^* 
pharmazeutisch vertraglich sind. Typische Beispiele sind tr.va ente und hohere ^^^1^^^^ 
Erythrit. Arabit, Xylit. Sorbit oder Mannit. Zuckersauren. w.e Glucuronsaure, "F^ 3 ^^^^^ 
Galacturonsaure. Gluconsaure, MannuronsSure. KetoglykolsSure. l^togaJactonsaiureoder Ket<^tonsauj% 
Hyaluronsaure oder ihre Salze. Chondroitinsulfat oder seine Salze. Heparin. Inuhn. Outin oder eines seiner 
BerivaS Chitosan oder seine Derivate. Dextrin. DeMran mit einem durchschn.tthchen Molek u.a 
bis 150000. oder Algininsaurc oder ihre Salze. ErfindungsgemaB lassen sich diese Saccharide entweder einzeln 

oder im Gemisch verwenden. ... , k; _ innnn rj^wichts- 

Die vorstehend aufgefOhrten Saccharide werden vor/ugsweisc in einer Menge von 1 bis 10 000 oewicnis 

te T^^^f^nT^ zur Herstellung des stabi.isiertes G-CSF enthaltenden Arzneimittels 



OS 37 23 781 



eignen, sind menschliches Serumalbumin, menschliches Scrumglobulin, Gelatine, saurebehandelte Gelatine (mit 
einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 7000 bis 100 000), alkalibehandelte Gelatine (mit einem durch- 
schnittlichen Molekulargewicht von 7000 bis 100 000) oder Kollagen. ErfindungsgemaB lassen sich diese Prote- 
ine entweder einzeln oder im Gemisch verwenden. 

Die vorstehend aufgefQhrten Proteinc werden vorzugsweise in cincr Menge von I bis 20 000 Gewichtsteilen 
pro Gewichtsteil G-CSF verwendet 

Typische Beispiele fur hochmolekulare Verbindungen, die sich zur Herstellung des stabilisiertes G-CSF 
enthaltenden Arzneimittels eignen, sind naturliche Polymere, wie Hydroxypropylcellulose, Hydroxymethylcellu- 
lose, Natriumcarboxymethylcellulose oder Hydroxy^ thy Icellulose; oder syn the tische Polymere, wie Polyathylen- 
glykol (MW - 300 - 6000), Polyvinylalkohol (MW - 20 000 — tOOOOQ) oder Polyvinylpyrrolidon (MW « 
20 000 — 100 000). Auch diese hochmolekularen Verbindungen lassen sich erfindungsgemaB entweder einzeln 
oder in Kombination verwenden. 

Vorzugsweise werden die vorstehend aufgefuhrten hochmolekularen Verbindungen in einer Menge von 1 bis 
20 000 Gewichtsteilen pro Gewichtsteil G-CSF verwendcL 

Zusatzlich zum vorstehend beschriebenen grenzflachenaktiven Mittel, Saccarid, Protein oder der hochmole- 
kularen Verbindung kann dem stabilisiertes G-CSF enthaltenden Arzneimittel auch eine Aminosaure, ein 
schwefliges Reduktionsmittel und/oder ein Antioxidationsmittcl zugesetzt werden, Beispiele der erfindungsge- 
maB verwendbaren Aminosauren sind Glycin, Threonin, Tryptophan, Lysin, Hydroxylysin, Histidin, Arginin, 
Cystein, Cystin und Methionin. Beispiele der erfindungsgemaB verwendbaren schwefeligen Reduktionsmittel 
sind N-Acetylcystein, N-Acetylhomocystein, Thioctinsaure, Thiodiglykot Thioathanolamin. Thioglycerin, Thio- 
sorbit, Thioglykolsaure oder eines ihrer Salze, Natriumthiosulfat. Natriumhydrogensuifit, Natriumpyrosulfit, 
Natriumsulfit, Thiolactinsaure, Dithiothreitoi, Glutathion oder ein mildes schwefliges Reduktionsmittel mit einer 
Sulfhydrylgruppe, wie eine Ci— C 7 -Thioalkansaure. Beispiele der erfindungsgemaB verwendbaren Antioxida- 
tionsmittel sind Erythorbinsaure, Dibutylhydroxytoluol, Butylhydroxyanisol, dl-a-Tocopherol, Tocopherolace- 
tat, L-Ascorbinsaure oder eines ihrer Salze, L-Ascorbinsaurepalmitat, L-Ascorbinsaurestearat, Triamylgallat, 
PropylgalJat oder Chelatkomplexbildner, wie Dinatriumathylendiamintetraacetat (EDTA), Natriumpyro- 
phosphat oder Natriummetaphosphat 

Die vorstehend aufgefuhrten Aminosauren, schwefligen Reduktionsmittel und Antioxidationsmittel oder ihre 
Gemische werden vorzugsweise in einer Menge von 1 bis 10 000 Gewichtsteilen pro Gewichtsteil G-CSF 
venvendet 

Ferner kann bei der Herstellung des stabilisiertes G-CSF enthaltenden Arzneimittels in einer geeigneten 
Dosierung mindestens ein Verdunnungsmittel, eine AufschluBhiife, ein isotonisches Mittel, ein Excipiens, ein 
pH-Modifikationsmittel, ein Beruhigungsmittel oder ein Puffer zugesetzt werden. 

Das stabilisierte G-CSF enthaltende Arzneimittel kann entweder zur oralen oder zur parenteralen Verabfol- 
gung, beispielsweise durch verschiedenartige Injektion, formulicrt werden. Je nach Verabfolgungsart wird das 
Arzneimittel in unterschiedlichen Dosierungsformen verwendet Typische Dosierungsformen sind zur oralen 
Verabfolgung vorgesehenen, beispielsweise als Tabletten, Pillen, Kapseln, Granulat oder Suspensionen; haupt- 
sachlich zur intra vendsen, intramuskularen, subkutanen oder intrakutanen Injektion vorgesehene Losungen, 
Suspensionen oder gefriergetrocknete Praparate; und die zur transmucosalen Verabfolgung vorgesehenen 
Dosierungsformen wie Rektalzapfchen, Nasenmittel oder Vaginalzapfchen. 

ErfindungsgemaB wird dem G-CSF enthaitendem Arzneimittel mindestens ein grenzflachenaktives Mittel, 
Saccharid, Protein oder eine hochmolekulare Verbindung zugesetzt, um zu verhindern, daB das G-CSF von der 
Wandung seines GefaBes oder von der einer Spritze adsorbiert wird und um zu gewahrleisten, daB es gleichzei- 
tig langzeitstabilisiert wird. 

Der genaue Mechanismus, durch den die vorstehend genannten Substanzen das G-CSF stabilisieren oder 
dessen Adsorption verhindern, ist bis jetzt noch nicht aufgeklart worden. In Gegenwart eines grenzflachenakti- 
ven Mittels konnte die Oberflache des hydrophoben G-CSF- Proteins mit dem grenzflachenaktiven Mittel 
bedeckt sein. Dadurch wird das G-CSF gelost Somit wird das nur in Spuren vorhandene G-CSF wirkungsvoll 
vor der Adsorption an die Wand seines Behaltnisses oder cincr Spritze geschutzt Ein Saccharid oder eine 
hochmolekulare Verbindung konnte eine hydratisierte Schicht zwischen G-CSF und der adsorbierenden Ober- 
flache der Wandung des Behaltnisses oder der Spritze bilden. Auch dadurch wird die Adsorption des G-CSF 
wirkungsvoll verhindert. Ein Protein konnte mit G-CSF um die Adsorption an die Wandung des Behaltnisses 
oder der Spritze kompetieren. Dadurch wurde die Adsorption von G-CSF wirkungsvoll gehemmt werden. 

Die vorstehend genannten Stoffe verhindern nicht nur die Adsorption des G-CSF sondern sie unterstutzen 
auch die Verhinderung der Polymerisation der G-CSF- Mo lekule. In Gegenwart eines grenzflachenaktiven 
Mittels, Saccharide Proteins oder einer hochmolekularen Verbindung sind die einzelnen G-CSF- Molekule in 
diesen Stoffen dispergiert Dadurch wird die Wechselwirkung zwischen den G-CSF-Molekulen ausreichend 
vermindert Dies fuhrt zu einer ausreichenden Herabsetzung der Wahrscheinlichkeit der Bildung von Verbin- 
dungen oder der Polymerisation. ZusStzlich verzdgern diese Substanzen die Autooxidation des G-CSF, die bei 
hohen Temperaturen oder Luftfeuchtigkeiten gesteigert wird. AuBerdem verhindern sie eine Bildung yon 
Verbindungen zwischen den G-CSF- Mole kulen oder ihrer Polymerisation infolge der Autooxidation. Diese 
Wirkung auf die Verzogerung der Autooxidation von G-CSF oder der Verhinderung Verbindungen oder 
Polymerisate zu bilden, laBt sich weiter durch die Zugabe cincr Aminosaure. eines schwefligen Reduktionsmit- 
tels oder eines Antioxidants steigern. 

Die vorstehend beschriebenen Probleme lassen sich besondcrs bei Injektionslosungen und Suspensionen 
bemerken, treten aber auch bei der Formulierung von G-CSF zu andcrcn Dosierungsformen, beispielsweise zu 
Tabletten, auf. Die Zugabe von grenzflachenaktiven Milleln, Saccharides Proteinen oder hochmolekularen 
Verbindungen ist aber auch im letztgenanntcn Fall wirksam. 
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Durch die Zugabe mindestens eines grenzflachenaklivcn Mittels. Saccharide Proteins Oder einer ho^chmoleku- 
laren Verbindung wird G-CSF stark stabilisiert und crhalt seine Aktmtat Qber ^*"J» n ^ D ™ Jjjj 
den nachstehenden Beispielen erlauiert Zur Erzielung der beschnebenen ^^.^^^^ £en- 
jeder dieser Substanzen und insbesondere die Auswahl der ""teren Gren ™enge kr ,t sgu D'^g e " d «~ e 
eenbereiche werden bevorzugt: I bis 10 000 Gewichtsteile grenzfiachenaktives Mittel, 1 bis 10 000 Gewtcntsteiie 
iaccharid, 1 bS 000 Gewichtsteile Protein ,«nd 1 bis 20 000 Gewichtsteile hochmolekulare Verbmdung pro 

^F^glSafwird ein grenzfiachenaktives Mitte. Sacchand. Protein «>^££SS^ 
Verbindung m einer spezieilen Konzentration vcrwendet. Dadurch w.rd mcht nur die ■ AdsorpUon des G-CSF an 
die Wandung seines Behaltnisses oder der Spritz.e wirksam verhindert, sondern auch die Stab litat des G-CSF im 
e findungsgSe^ Arzneimittel erhoht Im Ergebnis wird es moglich. die V^rabfo gung enter genng n aber 
sehr genfuln G -CSF-Dosis an Paticnten zu gcwShrleisten. Da G-CSF teuer ist. vernngert se.ne wirtschafthche 

Methoden bestimmt: 

(a) Weichagarmethode mil Mauseknochenmarkzellen 
04 ml Pferdeserum 0 1 ml Probe, 0,1 ml Suspension einer Mauseknochenmarkszeile, beispielsweise <^H/He 

Kolonie muB dabei mindestens 50 Zellen aufweisen. Daraus w,rd die Akuvitat berechnet. Es wird oavon 
ausgegangemdaBeineEinheit zur Ausbildung einer Koloniefuhrt. „.;r„K imn^ntriert heree- 

Das im Verfahren (a) verwendete modifizierte McCo/s 5A Kulturmed.um wird '^^JlS, 
stellt durch Auflosen von 12 g McCoy's 5A Kulturmedium (Gibco). Z$S g MEM Ammosaure-yitamin Memum 
S^^i^S"l»« Natriumbicarbonat und von 50 000 Einheken Kahumpemcxmn G zweimal m 
500 mldestilliertem Wasser und nachfolgender Sterilfiltrierung durch em M.lliporefilter(0.22 urn). 

(b) Revers-Phasen-Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie 

Unter den folgenden Gradientenbedingungen wurde die G-CSF-Restaktivitat (injizierti in* einer jNC«»P£ 
chenden Menge) mit einer Reverse- Phasen C8-Sau«e (4.6 mm x 300 mm. 5 urn) und emem Gemisch aus n-Pro 
panol/Trifluoressigsaure als mobiler Phase bestimmt: 

Zeit Losungsmillcl Lasungsmiltcl Gradient 
(Sek.) (A) <B) 



} 



linear 



0 100% 0% I |inear 

j 5 0% 100% 

25 100% 0% 

Losungsmittel (A): 

30% n-Propanol und 0,1% TriOuorcssigsaure 

Losungsmittel (B): 

60% n-Propanol und 0,1% Trifluorcssigsaurc. 



Der Nachweis wurde bei einer Welleniange von 21 0 mm durchgefOhrt und die G-CSF-Restaktivitat wurde mit 
der folgenden Formel berechnet: 

die G-CSF-Restmcnge nach einer vorge gebenen Zeit x lQQ 
G-CSF-Restaktivitat (%) - die G-CSF-Ausgangsmengc 

Die nach diesem Verfahren bestimmtc G-CSF-Restmenge korreliert sehr gut mit den Ergebnissen der 

W bei dem Mauseknochenmarkzellen verwendet wurder, 

Die Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispie! 1 

5 ue G-CSF werden mit einem der in Tabellc I aufgcfOhrten Stabilisierungsmittel versetzt Das Gemisch wird. 
JSGSS mM Mfcrfeun. (enthaltend 100 mM Natnumch.oridM ? H 7.4) gJJ^^^SSS 
mit 5 ue G-CSF pro ml erhaltcn, das anschlicBcnd gefnergetrocknet wird. Die Akuvitttsanderungvon o »-o 
Abhfigkeif von der Zeit wird durch das Verfahren (a) gemesse. u D,c MeB . e ^ eb t n .^ e r S ^ F m Re ^kSvi 
^sammengefaBL Der in derTabelle verwendete Ausdruck "Aktiv.tat (% kennze.chnet die G-CSF-Restakuv, 
tat im Verhaltnis zur Ausgangscinheit und wird durch die folgende Formel definiert: 
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. ... Aktivitiitscinheit nach Vcrstrcic hen cincr vor gcgehe ncn Xcitspanne inA 

Aktivitat (%) = -7 . ..... — . r * luu 

Ausgangsaktivilatscinhetl 

Die Gefriertrocknung wurde wie folgt durchgefuhrt: 

Die ein Stabilisierangsmittel enthaltende G-CSF-Ldsung wird in eine sterile mit Sulfa behandelte Glasampulle 
uberfuhrt 4 Stunden bei mindestens — 50°C eingefroren, und einer ersten Trocknung durch Erwarmen von 
— 40°C auf 0°C wahrend 48 Stunden und gleichzeitigem Anstieg des Druckes von 0,03 auf 0,1 Torr unterzogen. 
Der zweite Trocknungsvorgang wird durch Erwarmen von 0°C auf 20°C wahrend 12 Stunden unter gleichzeiti- 
gem Druckanstieg von 0,03 auf 0,08 Torr durchgefuhrt. Danach wird der lnnenraum der Ampulle mit sterilem, 
getrocknetem Stickstoffgas gefullt; urn atmospharischen Druck zu erreichen. Sodann wird die Ampulle mit 
einem Gefriertrocknungsgummistopsel verschlossen und mit einem Aluminiumdeckel versiegelt 

Tabelle I 



10 



Stabilisierungsmittel 



>) 



Xylit 
Mannit 

Glucuronsaure 
Hyaluronsaure 
Dextran(MW40( 
Heparin 
Chitosan 
Algininsaure 
menschl. Serumalbumin 
menschL Serumglobulin 
saurebehandelte Gelatine 
alkafibehandelte Gelatine 
Kollagen 

Polyathylenglykol (MW 4C 
Hydroxypropylcellulose 
Natriumcarboxymethylcellulose 
Hydroxymethylcellulose 
Polyvinylalkohol (MW 50 000) 
Polyvinylpyrrolidon (MW 50 000) 
menschL Serumalbumin 
Mannit 
Cystein 

menschL Serumalbumin 

Polyoxyathylensorbitanmonolaureat 

Mannit 

menschL Serumalbumin 
Hydroxypropylcellulose 
Dextran (MW 40 000) 
Polyoxyathylensorbitanmonolaureat 



>) 



Sorbit 

polyoxyathyliertes gehartetes Rizinusdl 

Dextran (MW 40 000) 
ohne Zusatz 



Menge 

(Gewichlsantcii) 



10.000 
10.000 
10,000 
2,000 
2.000 
5,000 
2,000 
2,000 
1,000 
1,000 
2,000 
1,000 
2,000 
10,000 
1,000 
1,000 
5,000 
2,000 
2,000 
2,000 
2,000 
100 
2,000 
100 
2,000 
2,000 
500 
2.000 
100 

2,000 
100 

2,000 



Aktivitat (%) 

nach bmona tiger nach 18mona tiger 
Lagerung bei A" C Lagerung bei 37° C 



15 



92 
91 
86 
92 
95 
85 
93 
90 
98 
98 
97 
99 
95 
94 
98 
88 
92 
96 
95 

100 



99 

98 

98 

94 
74 



86 
85 
82 
89 
90 
80 
91 
90 
99 
95 
95 
96 
90 
90 
94 
80 
90 
95 
94 

97 



96 

92 

96 

92 
58 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



Beispiel 2 

10 u,g G-CSF werden mit einem der in Tabelle 1! aufgefuhrten Stabilisierungsmittel versetzt Das Gemisch 
wird steril in einer 20 mM Phosphatpufferiosiuig<enthaltend 100 mM Natriumchlorid; pH 7.4 gelost Es wird ein 
Arzneimittel enthaltend 10 u.g G-CSF pro ml erhalten. Das Mittcl wird steril in sulfaibehandelte Glasampullen 
gefuilt, die versiegelt wurden. Die Aktivitatsveranderung von G-CSF in Abhangigkeit von der Zeit, in der in den 
Ampullen enthaltenden Losung wird nach dem bereits in Beispiel 1 angewendeten Verfahren gemessen. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle II zusammengcfafli. 



60 



65 
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Tabcllc II 



Stabiiisierungsniittc! 



Mcngc 

(Gewichlsanlcile) 



Akti vital {%) 
nach 7lagigcr 
Lagcrung bei 4 ? C 



nach 2monatiger 
Lagerungbei 4°C 



nach lmonatiger 
Lagerung bei 
Raumtemperatur 



Mannit 

!0 Hyaluronsaure 

Dextran(MW40 000) 
Glycerin 
Neuraminsaure 
Chitin 

!5 Dextrin 

menschl. Serumalbumin 
menschl. SerumglobuUn 
saurebehandelte Gelatine 
alkalibehandelte Gelatine 

20 Kollagen 

Polyathylenglykol 
(MW4000) 

Hydroxypropylcellulose 
Natriumcarboxymethyl- 

25 cellulose 

Hydroxyathylcellulose 

Polyvinyl alko hoi 

(MW 50 000) 

Polyvinyipyrrolidon 
30 (MW50 000) 

Sorbitanmonolaureat 

Polyoxyathylensorbitan- 

monolaureat 
Polyoxyathylensorbitan- 

35 monostearat 

Polyoxyathylen- 

polyoxypropylenglykolather 

polyxcyathyliertes 

gehartetes Rizinusol 
40 Natriumlaurylsulfat 

Lecithin 

menschl. Serumalbumin 

Mannit 

Gystein 

menschl. Serumalbumin 
Polyoxyathylensorbitan- 
monolaureat 
Mannit 

menschl. Serumalbumin 
so Hydroxypropylcellulose 
Dextran(MW40 000) 
Polyoxyathylensorbitaa- 
monopaimttat 

* 

55 Sorbit 

Polyoxyathylen-gehartetes 

Rizinusol 

Dextran (MW40 000) 
50 ohne Zusatz 



45 



65 



5.000 
2,000 
2,000 

10,000 
5,000 
2,000 
2.000 
1,000 
1,000 
2,000 
500 
2.000 

10,000 

2.000 
2.000 

4,000 
4,000 

4.000 

400 
400 

400 

400 

400 

2,000 
2,000 
2,000 
2.000 

100 
2,000 

100 

2,000 
1,000 

500 
2,000 

100 



2,000 
100 



2.( 



91 

93 

96 

90 

93 

95 

90 

99 

98 

97 

99 

99 

94 

98 
92 

92 
97 

95 

97 
100 

98 

100 

99 

97 
97 

100 



99 



99 



96 



95 
72 



Beispiel 3 



87 

87 

95 

90 

91 

92 

92 

95 

94 

96 

95 

94 

89 

95 
91 

94 
93 

95 

96 
96 

97 

94 

98 

93 
94 

99 



97 



97 



96 



92 
61 



82 
70 
85 
88 
84 
86 
87 
92 
90 
87 
92 
88 
90 

92 
80 

90 
90 

92 

95 
94 

94 

93 

90 

87 
90 

97 



95 



95 



93 



92 
47 



10 ng G-CSF werden mit einem der in Tabclle III aufgcfahrten Stab.toerungsn.ittd versetet 
wird Reiner 20 mM Phosphatpufferiesung (enthaltend 100 Natrmmchlond von ' P" 7 ^ J^nffiSdS 
wird ein Arzneimittel enthaltend lOug G-CSF/ml erhaken. 1 ml des Mittefc ; w.rd I in ^ e ™« ^"^JQ 
silikonbeschichtete Glasampulle Qberfuhrt und be. 4°C aufbewahrt. Die Wirkungder Stab'^'eningsmittei oei 
de ^VeSrung der G^F-Adsorption wird durch Mcssung der G-CSF- Restakti vitat m der UKung nach OA 2 



C 



'4 
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und 24 Stunden ausgewertet Die Messung wird nach dem Vcrfahren (b) mil Reversephasen-Hochleistungs-Fliis- 
sigkeits-Chromatographie durchgefuhrt Die Ergebnisse sind in Tabelle III zusammengefaBt 

Tabelie (II 



Slabilisierungsmittel 



Mannit 

Hyalursaurc 

Dextran (MW 40 000) 

GJycerin 

Heparin . 

Glucuronsaure 

Ketoglykolsaure 

menschl. Serumalbumin 

menschl. Serumglobulin 

alkaiibehandelte Gelatine 

Saurebehandelte Gelatine 

Kollagen 

Polyathylenglykol (MW 4000) 
Hydroxypropylcellulose 

Natriumcarboxymethylcellulose 

Hydroxyathylcellulose 

Polyvinylalkohol (MW 50 000) 

Polyvinylpyrrolidon (MW 50 000) 

Sorbitanmonocaprylat 

Polyoxyathylensorbitanmonoslearat 

Polyoxyathyliertes gehartetes Rizinusol. 

Natriumlaurylsulfat 

Lecithin 

menschl. Serumalbumin 

Mannit 

Cystein 

menschl. Serumalbumin 

Polyoxyathylensorbitanmonolaureat 
Mannit 

menschl. Serumalbumin 
Hydroxypropylcellulose 
Dextran (MW 40 000) 

Polyoxyathylensorbitanmonolaureat 
Sorbit 

polyoxyathyliertes gehartetes Rizinusol 

Dextran (MW40 000) 
ohne Zusatz 



Mcngc Restaktivitiit (%) 

(Gcwichls- Oh 0.5 h 

anteile) 



2 h 



5,000 

2,000 

2,000 

10,000 

2,000 

5,000 

5,000 

1,000 

1,000 

500 

2,( 

2,< 

10,000 

2,000 

2,000 

4,000 

4,000 

4,000 

400 

400 

400 

2,000 

2,000 

2,000 
2,000 
100 

2,000 
100 
2,000 

1,000 
50O 
2,000 

100 

2,000 
100 

2,000 



24 h 



10 



i An 
IUU 


93 


90 


91 




100 


97 


92 


92 




100 


98 


95 


96 




100 


94 


91 


90 


15 


i aa 
IUU 


92 


90 


90 




1 AA 

100 


96 


90 


91 




100 


92 


88 


90 




100 


100 


101 


99 




100 


98 


100 


98 




100 


99 


98 


99 


25 

mm mW 


100 


99 


97 


97 




1 AA 

IUU 


I ATI 
100 


no 

98 


99 




100 


100 


100 


99 


30 


100 


100 


100 


99 


inn 


70 


Vo 


95 




100 


96 


93 


92 




100 


99 


100 


98 


35 


100 


98 


98 


96 




100 


100 


100 


98 




100 


100 


98 


100 


40 


100 


99 


101 


99 




1 AA 
IUU 


100 


99 


97 




100 


99 


100 


98 


45 


100 


100 


100 


101 












50 


100 


100 


98 


99 




I0O 


101 


99 


100 


55 


mo 


100 


99 


99 


60 


00 


100 


98 


97 





65 



100 



91 



72 



73 



i 
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